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Zusammenfassung 
Molekulare Epidemiologie des sfpG-Gens in Escherichia coli 
Pfüller, Annette Christina 
 
Die Sorbitol-fermentierenden (SF) enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) 
O157:H- werden in Deutschland als zweithäufigstes Serovar bei Patienten 
mit hämolytisch-urämischem Syndrom (HUS) nachgewiesen. Als genetische 
Besonderheit weisen SF EHEC O157 das sfp-Operon auf, das nach 
derzeitigem Kenntnisstand für Fimbrien (sfpA) und ein Hämagglutinin (sfpG) 
kodiert. Diese werden als potenielle Pathogenitätsfaktoren von SF EHEC 
O157:H- angesehen. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die 
molekulare Epidemiologie des sfpG analysiert. Hierzu wurden 365 E. coli-
Isolate verschiedener Herkunft untersucht. Zunächst wurde eine PCR-
Strategie entwickelt, um die sfp-Gene nachzuweisen. Die Spezifität der PCR 
wurde mittels DNA-Sequenzierung verifiziert. 
Insgesamt konnte in 93 SF E. coli O157:H- Stämmen sfpG nachgewiesen 
werden, welches immer gleichzeitig mit sfpA vorkommt. Außerhalb dieses 
Serovars wurde sfpG nicht gefunden. Die Analyse von Isolaten aus einem 
Zeitraum von zwei Jahrzehnten, mittels DNA-Sequenzierung, ergab eine 
Homologie von 100%. Dies lässt darauf schließen, dass SF E. coli O157:H- 
eine entwicklungsgeschichtlich sehr junge EHEC-Variante darstellt. 
Auf Grund der hohen Spezifität bietet die neu etablierte Methode die 
Möglichkeit für den diagnostischen Nachweis von SF EHEC O157:H- und 
ermöglicht eine eindeutige Differenzierung gegenüber E. coli O157:H7 und 
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Escherichia coli (E. coli) kommt im menschlichen und tierischen Darm vor. Es 
ist ein stäbchenförmiges, gramnegatives Bakterium. Die Spezies gehört zu den 
fakultativ anaeroben Mikroorganismen und besitzt die Fähigkeit, verschiedene 
Zucker und Zuckeralkohole unter Bildung von Säure oxidativ und fermentativ zu 
spalten. Eigentlich gehört E. coli zur natürlichen physiologischen Darmflora, 
dennoch gibt es innerhalb der Bakterienspezies auch fakultativ pathogene 
Stämme und obligat pathogene Stämme. Zu den obligat pathogenen E. coli 
gehören die enterohämorrhagischen E. coli (EHEC). 
 
Besondere Bedeutung kommt dem EHEC-Serovar O157:H7/H- zu, doch auch 
andere EHEC-Serotypen (z.B. O26:H11, O111:H8, O103:H2, O145:H25) 
konnten von Patienten mit blutigen Durchfallerkrankungen und dem 
hämolytisch-urämischem Syndrom (HUS) isoliert werden [35, 46, 56, 58, 59, 
62]. Neben den Shiga Toxinen (Stx) spielen vermutlich noch zahlreiche weitere 
Pathogenitätsdeterminanten bei der Erreger-Wirt-Interaktion eine Rolle [33]. 
Hierbei handelt es sich um Determinanten, die man zu den Familien der 
Zytolysine [1], Serinproteasen [11, 22], Lymphotoxine [26], Cyclomoduline[21, 
27] und Adhäsine [12, 15, 37, 53, 54, 60] rechnet. Deren kodierende Gene 
liegen auf Pathogenitätsinseln (eae, efa-1) oder sind in Phagen (stx, cdt) und 
Plasmiden (EHEC-hlyA, espP, Fimbrien) inseriert [4, 16, 28, 31, 33, 35, 39]. Im 
Vergleich zu apathogenen E. coli-Bakterien besitzen EHEC bis zu 1000 
zusätzliche Gene [44]. Diese liegen auf mobilen genetischen Elementen und 
können dadurch in unterschiedlicher Kombination vorhanden sein [44]. Diese 
Mobilität führt offensichtlich zu einer schnellen Anpassung an neue 
Lebensbedingungen (z.B. Wirtsadaptation, Wirtswechsel, Umweltnischen) und 
damit zur Selektion von Varianten [51]. Diese weisen häufig große genomische 
Deletionen, aber auch Insertionen auf, die dem EHEC-Bakterium neue 
pathogenetische Eigenschaften verleihen [44]. 
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Die Shiga Toxin Gene sind auf dem Genom von lambdoiden Phagen [44], die in 
der Umwelt weit verbreitet sind, lokalisiert. Sie können ins Genom der Bakterien 
integrieren, und die Stämme produzieren nun diese Zytotoxine. Zwei 
unterschiedliche Toxinhauptgruppen sind bekannt, die jede für sich oder in 
Kombination in einem Stamm vorliegen können. Shiga Toxin 1 (Stx 1) weist 
eine nahezu identische Aminosäuresequenz zum Zytotoxin von Shigellen auf, 
und Stx 2 zeigt etwa 55–57% Aminosäurehomologie. Von beiden Toxinen sind 
jeweils auch Varianten identifiziert worden [47, 48, 61]. Ein weiteres 
extrazelluläres Produkt ist das EHEC-Hämolysin [49], ein Poren-bildendes 
Zytotoxin [50]. EHEC-Bakterien sind säuretolerant. Auf Grund ihrer 
Säureresistenz ist die Infektionsdosis für den Menschen sehr niedrig (ca. 100 
Keime) [52]. EHEC kommen vor allem im Darm von Wiederkäuern wie Rind, 
Schaf und Ziege vor, können aber auch über Kontaminationen bei der 
Fleischverarbeitung auf Lebensmittel übertragen werden [6, 24, 30, 32, 35]. 
 
Dem hämolytisch-urämischem Syndrom (HUS) scheint eine durch Shiga Toxine 
verursachte Schädigung des mikrovaskulären Nierenendothels zugrunde zu 
liegen, wobei Globotriaosylceramid 3 (Gb3) als Rezeptor fungiert [33, 35, 52]. 
Das HUS ist definiert als Trias aus akutem Nierenversagen, Thrombozytopenie 
und intravasaler Hämolyse mit Nachweis fragmentierter Erythrozyten 
(Fragmentozyten). Bei 5 - 10% der Kleinkinder (Erkrankungsgipfel: 3. 
Lebensjahr) mit einer EHEC-assoziierten Durchfallerkrankung folgt ca. sieben 
Tage nach Beginn der wässrigen Durchfälle das enteropathische HUS [52]. 
Etwa zwei Drittel der Patienten entwickeln während der Akutphase ein 
dialysepflichtiges Nierenversagen. Folgeerkrankungen des enteropathischen 
HUS können eine chronische Niereninsuffizienz, sekundäre arterielle 
Hypertonie, endokrine und exokrine Pankreasinsuffienz sowie neurologische 
Komplikationen sein [52]. Trotz Empfindlichkeit des Erregers gilt eine 
antibiotische Therapie zumindest während der akuten Krankheitsphase als 
kontraindiziert, denn die Produktion und Freisetzung von Shiga Toxinen wird 
durch Antibiotikagaben verstärkt und die Gefahr des akuten Nierenversagens 
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gesteigert [10, 57]. Eine Therapie besteht in einer Flüssigkeits- und 
Elektrolytgabe. 
 
Neben dem Lebensalter des Patienten ist die Ausstattung des infizierenden 
EHEC-Stammes mit spezifischen Virulenzfaktoren ein weiterer Risikofaktor für 
die Entstehung extraintestinaler Manifestationen [33]. Bisher gibt es weder eine 
kausale Therapie der durch EHEC verursachten Krankheitsbilder noch einen 
Impfstoff. Durch Langzeitbeobachtungen von HUS-Patienten wurde deutlich, 
dass bis zu 50% der Patienten Langzeitschäden in Form von Proteinurie, 
arteriellem Bluthochdruck und/oder neurologischen Ausfällen haben [32, 52]. 
Etwa 3(–10) % der akuten Komplikationen führen zum Tode. 
 
In Deutschland [3, 9, 23, 38, 55], mittlerweile aber auch in anderen 
europäischen Ländern [2, 7, 17, 18, 41], in Australien [5] und Asien [36] 
kommen Sorbitol-fermentierende (SF) E. coli O157:H- vor. Dieser vielleicht 
virulenteste aller bislang bekannten EHEC-Serovare wurde erstmalig 1988 in 
Deutschland isoliert und trat in Deutschland als Erreger in vier großen HUS-
Ausbrüchen in Erscheinung [3, 45]. Im Gegensatz zu typischen O157:H7 
Stämmen vergären diese Isolate den Zuckeralkohol Sorbitol innerhalb von 24 
Stunden. Auf Grund dieses metabolischen Unterschiedes waren sie auf dem in 
den angelsächsischen Ländern zur EHEC-Diagnostik empfohlenen Sorbitol-
MacConkey-Agar nicht von E. coli der physiologischen Flora zu unterscheiden 
[25, 29]. 
 
SF EHEC O157:H- weisen als genetische Besonderheit das sfp-Operon auf [12, 
13, 19], das nach derzeitigem Kenntnisstand für Fimbrien (sfpA) und ein 
Hämagglutinin (sfpG) kodiert. Diese werden als potenielle 
Pathogenitätsfaktoren von SF EHEC O157:H- angesehen. 
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In der vorliegenden Arbeit sollten die beiden Strukturgene sfpA und sfpG des 
sfp-Gencluster auf ihr Vorkommen und ihre Verteilung in unterschiedlichen  
E. coli-Stämmen untersucht werden. Darüber hinaus sollte durch eine 
Nukleotidsequenzanalyse analysiert werden, ob Homologie zur 
Referenzsequenz des Stammes 493/89 vorliegt.
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2. Materialien  
 
2.1. Laboreinrichtungen und Geräte 
 
Brutschrank Function Line Typ B12, Heraeus 
Elektrophoresekammer Com Phor Midi, Bioplastics BV 
Elektrophoresenetzteile Consort E 143, Biozym Diagnostik 
Geldokumentationsanlage  BioRad, Hercules (CA/USA) 
Halter für Reaktionsgefäße Eppendorf 
Mikrotiterplatte Nunc, Wiesbaden 
Pipetten 10µl, 100µl, 1000µl Eppendorf Reference, Hamburg 
Sequencer ABI Prism 3130xl Genetic 
Analyzer  
Applied Biosystems 
Thermocycler “Personal”  Biometra, Biorad 
Thermomixer Comfort 1,5 ml, Eppendorf 
Vortexer Eurolab, Merck 
Waage Scout II, Ohaus 
Werkbank Class II Type A/B3 
Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 
 
2.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
AGAR Platten Nährbodenküche des Instituts für 
Mikrobiologie der Universität 
Münster 
HPLC - Wasser  Merck, Darmstadt 
NaCl 0,9% 99%, Roth Karlsruhe 
PCR - Gefäße 0,2 ml Thermo Strip, Abgene 
Pipettenspitzen 10µl – 100µl – 1000µl Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 
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2.3. PCR - Reagenzien 
 
AmpliTaq DNA-Polymerase (5U/µl) Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
dNTP (10mM) Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
5x Enhancer Solution P Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
HPLC - Wasser Merck, Darmstadt 
Magnesiumchloridpuffer
 
(25mM) Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
10-fach Reaktionspuffer Y Peqlab Biotechnologie GmbH, 
Erlangen 
 
2.4. Reagenzien und Chemikalien für Agarosegelelektrophorese 
 
Agarose NEEO, Roth Karlsruhe 
Ethidiumbromid 10 mg/ml BioRad, Hercules (CA/USA) 
Gel loading buffer Eigenherstellung 
1 kb DNA-Ladder Invitrogen 
0,5x TBE-Puffer  Eigenherstellung 
 
2.5. Reagenzien und Chemikalien für Sequenzierung 
 
Exonuklease I E. coli 20000 U/ml New England Biolabs, Beverly 
(MA/USA) 
HPLC - Wasser Merck, Darmstadt 
InstaGene™ Matrix Bio Rad, Hercules (CA,USA) 
Multi Screen 96-Well HV-Platte Millipore 
Premix Big Dye Terminator V 3.1 
Cycle Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Darmstadt 
Sephadex G 50 Superfine  Amersham Pharmacia Biotech  
5-fach Sequenzierungspuffer Applied Biosystems 
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/µl) USB Amersham, Freiburg 
Materialien 
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2.6. Synthetische Oligonukleotide 
 
Alle Primer, die in den PCR-Analysen verwendet wurden, wurden von der Firma 
SIGMA-GENOSYS (Steinheim) bezogen. In der folgenden Tabelle sind alle 
verwendeten Oligonukleotide mit den zugehörigen PCR-Bedingungen, sowie 
den erwarteten Amplifikatgrößen zusammengestellt. 
 
Tabelle 1: Nukleotidsequenz der sfp-Primer und PCR-Bedingungen 
 
 PCR-Bedingungen Produkt- 
größe 
Sequenz 5’-3’ Primer 
f= forward 
r= reverse Denaturierung Annealing Elongation   
sfpA-U f 94°C, 30s 59°C, 60s 72°C, 60s AGCCAAGGCCAAGGGATTATTA 
sfpA-L r 94°C, 30s 59°C, 60s 72°C, 60s 
 bp 
440 TTAGCAACAGCAGTGAAGTCTC 
sfpG_72_f 95°C, 45s 60°C, 45s 72°C, 60s ACCATGCTAAGGCAGCAAAT 
sfpG_691_r 95°C, 45s 60°C, 45s 72°C, 60s 
 bp 
657 GCCATGTCTGGGGTGATACT 
sfpG_339_f 95°C, 45s 60°C, 45s 72°C, 60s TGGATGCTGCAGGAGTACAG 






Sorbitol-MacConkey-Agar (SMAC):  20g Pepton 
 10g Sorbit 
 1,5g Gallensalze 
 5g Natriumchlorid 
 15g Agar 
 0,03g Neutralrot 
 0,001g Kristallviolett 






Es wurden insgesamt 365 E. coli-Stämme auf das Vorhandensein von sfpA und 
sfpG untersucht. Die Isolate wurden aus der Stammsammlung von Herrn Prof. 
Dr. rer. nat. Karch (Universität Münster) zur Verfügung gestellt. In die 
Untersuchung wurden 45 nicht Sorbitol-fermentierende EHEC O157:H-, 84 
Sorbitol-fermentierende EHEC O157:H-, 9 Sorbitol-fermentierende atypische 
EPEC O157:H-, 30 E. coli, die nicht zur Serogruppe O157 gehören sowie die 
ECOR-, DEC- und HUSEC-Kollektion eingeschlossen. Im Anhang (Seite I-X) 
befindet sich eine Auflistung aller getesteten Isolate. Als Positivkontrollen 
wurden E. coli 3072/96 und E. coli 493/89 eingesetzt. Als Negativkontrolle 









Quantity One 1-D-Analysis Software 
 
BioRad, Hercules (CA/USA) 
Sequenzanalyse: 
TraceEditPro Version 1.1 Software 
 







Um frische Kolonien zu erhalten, wurde das Bakterienmaterial sowohl aus der 
in LB - Stichagar - Röhrchen, als auch aus der in Glycerin / Casein-Soja- 
Bouillon (1:3) gelagerten Stammsammlung entnommen. Die gewonnen Proben 
wurden per Dreiösenausstrich auf SMAC-Platten aufgebracht und über Nacht 
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Ziel war die Erzeugung von Einzelkolonien, 
die für die PCR verwendet werden konnten. Die Aufbewahrung der beimpften 
Agarplatten erfolgte bei 4°C für ca. eine Woche. 
 
3.2. Thermische DNA-Extraktion 
 
Für die PCR wurde als DNA-Template entweder eine Bakteriensuspension oder 
DNA verwendet. Für die Suspension wurde 1 Bakterienkolonie in 50µl NaCl 
0,9% eingebracht. Anschließend wurde diese Suspension 10 Minuten bei 99°C 
im Thermomixer erhitzt. Von der Suspension wurden 2,5µl in der jeweiligen 
PCR eingesetzt. Für die DNA wurden 4-5 Kolonien in 200µl HPLC - Wasser 
eingebracht. Nach 10 Minuten bei 99°C im Thermomixer erfolgte die 
Zentrifugation für 15 Minuten bei 8000 U/min. 
Die gewonnene DNA wurde abpipettiert. Für die PCR wurden 2,5µl verwandt. 
Methoden 
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3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Um das Vorhandensein des sfpG-Gens im Genom eines Stammes 
nachzuweisen, wurde das PCR-Verfahren angewandt. Für eine Reaktion, 
wurden folgende Reagenzien (Mastermix) pipettiert: 
 
sfpA Mastermix: 22,5µl sfpG 
12,35µl HPLC - Wasser 9,35µl 
2,5µl 10- fach Reaktionspuffer Y 2,5µl 
5,0µl 5x Enhancer Solution P 5,0µl 
0,75µl Magnesiumchloridpuffer (25mM) 0,75µl 
0,5µl dNTP (10 mM) 0,5µl 
0,5µl Upstream Primer 2µl 
0,5µl Downstream Primer 2µl 
0,4µl AmpliTaq DNA-Polymerase (5U/µl) 0,4µl 
   
Der Gesamtreaktionsansatz (25µl), aus Mastermix (22,5µl) und DNA-Template 
(2,5µl), wurde in ein 0,2ml-PCR-Reaktionsgefäß pipettiert. Nach initialer 
Denaturierung, sfpA bei 94°C für 5 Minuten und sfpG bei 95°C für 3 Minuten, 
erfolgten jeweils 30 Amplifizierungszyklen. Die Konzentration der Primer betrug 
30pmol/µl (sfpA) und 5pmol/µl (sfpG). Alle Oligonukleotide, die bei der PCR 
verwendet wurden, sowie die spezifischen Zeiten und Temperaturen der 





Durch horizontale Agarosegelelektrophorese erfolgte die Trennung der mittels 
PCR gewonnenen DNA-Fragmente. Von dem zu analysierenden PCR-
Amplifikat wurden 9µl in eine Mikrotiterplatte pipettiert und mit 2,5µl Gel loading 
buffer versetzt. Diese Lösung wurde in die Geltaschen eingebracht. Ein 
Molekulargewichtsstandard wurde zur Kontrolle der aufgetrennten 
Fragmentgrößen mitgeführt. Die Elektrophorese wurde bei konstanter 
Spannung von 130 V durchgeführt. Die Bromphenolbande legte circa 2/3 der 
Gelstrecke zurück. 
 
Materialien zur Durchführung der Elektrophorese: 
 Agarosegel (1,5%):   
   15g Agarose 
1000 ml 0,5x TBE-Puffer 
 TBE-Puffer (5-fach): 
54g Tris-Ultra 
27,2g Borsäure 
20 ml 0,5M EDTA (ph 8,5) 
mit VE-Wasser auf 1000 ml auffüllen 
 Gel loading buffer: 
0,0225g Bromphenol Blau-Na-Salz in 5,625 ml VE-Wasser 
0,0225g Xylencyanol in 2,25 ml VE-Wasser 
1,5 ml 0,5M EDTA (ph 8,0) 
20,325 ml Glycerin (99,5%) 
0,3 ml SDS 10% 
 Molekulargewichtsstandard (1x): 
10µl HPLC - Wasser 
2µl Gel loading buffer 
1µl 1kb DNA-Ladder 
Methoden 
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3.5. Ethidiumbromidfärbung und Fotoaufnahme 
 
Nach der Elektrophorese wurde das Gel für 20 Minuten in ein 
Ethidiumbromidbad gelegt und anschließend, zur Erhöhung des Bildkontrastes, 
gewässert. Danach wurde das Gel unter UV-Licht betrachtet und fotografiert. 
 
 Ethidiumbromidbad: 
50µl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) 
in 1 l Aqua bidestillata 
 
3.6. Sequenzierung des Amplifikationsproduktes 
 
Für die DNA-Sequenzierung des sfpG-Gens wurde zunächst die DNA mittels 
InstantGeneTM Matrix aus einer Reinkultur extrahiert und anschließend mit den 
beiden Primerpaaren, die auch für den Nachweis des sfpG-Gens verwendet 
wurden (sfpG_72_f / sfpG_691_r und sfpG_349_f / sfpG_949_r), amplifiziert. 
Um überschüssige Primer und nicht gebundene Desoxynukleotidtriphosphate 
zu entfernen, die bei der darauf folgenden Sequenzierungsreaktion stören, 
wurden 5µl des PCR-Produktes mittels enzymatischen Abbau von freien 
Phosphat-Enden (Shrimp Alkaline Phosphatase) und Einzelstrang-DNA 
(Exonuclease I) aufgereinigt. Für 5µl des aufzureinigenden PCR-Produktes 
wurden jeweils 1 U/µl Shrimp Alkaline Phosphatase und 1 U/µl Exonuclease I 
eingesetzt. Nach Inkubation von 45 Minuten bei 37°C wurden die Enzyme bei 
80°C für 15 Minuten hitzeinaktiviert. 2µl des aufgereinigten PCR-Produktes 
wurden in der anschließende 10µl Sequenzierungsreaktion eingesetzt. Der 





0,5µl Premix Big Dye Terminator V 3.1 Cycle Sequencing Kit 
1,8µl 5-fach Sequenzierungspuffer 
2,0µl Primer (forward oder reverse) 
2,0µl aufgereinigtes PCR-Produkt 
3,7µl HPLC – Wasser 
 
Die Sequenzierungsreaktion wurde anschließend in einem Thermocycler unter 
folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 
 
25 Zyklen 
Denaturierung: 96°C, 10s  
Annealing: 60°C, 5s  
Elongation: 60°C, 4min  
Abschließend kühlte der Thermocycler die Reaktionsprodukte bei 4°C. 
 
Um Salze und fluoreszierende Stoffe, die die Auswertung auf dem 
Kapillarsequenzierer stören, zu entfernen, wurden die Sequenzierungsprodukte 
anschließend mittels Multi Screen 96-Well HV-Platte und Sephadex G 50 
aufgereinigt. Abschließend wurde das aufgereinigte Produkt in einem ABI Prism 





4.1. Strategie zum Nachweis des sfpG 
 
In Abbildung 1 ist die Position der verwendeten Primer dargestellt. Die 
Sequenzen der verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 1 aufgeführt. Von 
beiden PCR-Fragmenten wurde die Nukleotidsequenz ermittelt, um die 
Spezifität des amplifizierten Genabschnittes zu beweisen. Die Ergebnisse 
zeigen, dass die beiden amplifizierten DNA-Fragmente eine Homologie von 
100% zu dem von Brunder et al. [12, 13] veröffentlichten sfpG-Gen aufweisen. 
Die PCR wurde zunächst mit den Primerpaaren sfpG_72_f / sfpG_691_r 
(sfpG1) und sfpG_339_f / sfpG_949_r (sfpG2) und vier historischen SF E. coli 
O157:H- Stämmen durchgeführt (Abb. 2). In allen vier Stämmen konnte ein 
Amplifikat von der erwarteten Größe (sfpG1: 657 bp / sfpG2: 648 bp) 





Abbildung 1: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der 
Primer zur Amplifikation und Sequenzierung zweier interner 
Fragmente des sfpG-Gens von SF EHEC O157:H- Stamm 493/89 
Die Genpositionen sind anhand der GenBank-Accession-Number AF401292 
angegeben (Position 15939-16928 im Plasmid). Die Primer sind jeweils nach ihrer 




















Abbildung 2: Nachweis des sfpG-Gens in vier historischen Isolaten  
sfpG1: sfpG_72_f und sfpG_691_r; Spur 1: SF O157:H- 3072/96; Spur 2: SF O157:H- E02-129; 
Spur 3: SF O157: H- E07-50; Spur 4: SF O157:H- 493/89; Spur 5: Negativkontrolle;  
M: Molekulargewichtsstandard (1kb); sfpG2: sfpG_339_f und sfpG_949_r; Spur 11: SF O157:H- 
3072/96; Spur 12: SF O157:H- E02-129; Spur 13: SF O157: H- E07-50; Spur 14: SF O157:H- 
493/89; Spur 5: Negativkontrolle; M: Molekulargewichtsstandard (1kb) 
 
4.2. Nukleotidsequenzanalysen von sfpG aus unterschiedlichen, 
historischen Isolaten  
 
Um die Spezifität der Primer zu bestimmen und eventuelle Mutationen im 
zeitlichen Verlauf im sfpG-Gen zu ermitteln, wurden die PCR-Produkte von vier 
„historischen“ SF E. coli O157:H- sequenziert. Hierbei handelt es sich um die 
Stämme 3072/96, E02-129, E07-50 und 493/89. Es wurden die jeweils vier 
entstehenden Sequenzen zu einem Fragment von 820 bp assembliert (Position 
100 bis 919, AF401292). Als Referenz wurde die bereits veröffentlichte 
Sequenz des Stammes 493/89 verwendet (GenBank Accession number 
AF401291). Alle Sequenzen zeigten eine 100%ige Übereinstimmung mit der 
Referenzsequenz des Stammes 493/89. 
 1      2     3     4      5    M 









   ---- 1018 
bp 
   ---- 506,5 
 
 
       ---- 1018 
          ---- 506,5 
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4.3. Vorkommen des sfpG in E. coli der Serogruppe O157 
 
Um die Prävalenz des sfpG in E. coli O157 zu ermitteln, wurden insgesamt 138 
Isolate (129 EHEC und 9 EPEC Stämme) untersucht. Hiervon fermentierten 93 
den Zuckeralkohol Sorbitol. Zusätzlich wurde untersucht, ob das sfpG-
Markergen gemeinsam mit dem sfpA vorkommt. Hierzu wurden PCR-Analysen 
mit den Primern sfpA-L und sfpA-U, sfpG_72_f und sfpG_691_r sowie 
sfpG_339_f und sfpG_949_r durchgeführt (Tab. 1). Interessanterweise zeigte 
sich dabei, dass 91 der 93 Sorbitol-fermentierenden Isolate neben dem sfpA-
Gen auch das sfpG-Gen aufwiesen. Bei 2 Stämmen waren sfpA und sfpG nicht 
vorhanden. In 45 Stämmen war die Sorbitolfermentation negativ. Hier konnten 
sfpA und sfpG nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse aller 
Versuchsreihen sind in Tabelle 2 in einer Übersicht dargestellt. Die Ergebnisse 




Abbildung 3: PCR-Ergebnis zum Nachweis des sfpA-Gens bei SF EHEC O157:H- 
M: Marker für Molekulargewichtsstandard (1kb); Spur 1: NSF O157:H-  2420/98; Spur 2: SF 
O157:H- 3448/98; Spur 3: SF O157:H- 3473/98; Spur 4: SF O157:H- 3573/98; Spur 5: SF 
O157:H- 3223/98; Spur 6: NSF O157:H- 4077/98; Spur 7: SF O157:H- 4368/98; Spur 8: NSF 
O157:H- 2049/98; Spur 9: Positivkontrolle (SF O157:H- 3072/96); Spur 10: Positivkontrolle (SF 
O157:H- 493/89); Spur 11: Negativkontrolle (E. coli C600); Spur 12: Reinheitskontrolle 
 
   M         1   2    3   4    5   6    7   8   9   10 11  12 
bp 
1018 ---- 






Abbildung 4: PCR-Ergebnis zum Nachweis des sfpG1-Gens bei SF EHEC O157:H- 
M: Marker für Molekulargewichtsstandard (1kb); Spur 1: NSF O157:H-  2420/98; Spur 2: SF 
O157:H- 3448/98; Spur 3: SF O157:H- 3473/98; Spur 4: SF O157:H- 3573/98; Spur 5: SF 
O157:H- 3223/98; Spur 6: NSF O157:H- 4077/98; Spur 7: SF O157:H- 4368/98; Spur 8: NSF 
O157:H- 2049/98; Spur 9: Positivkontrolle (SF O157:H- 3072/96); Spur 10: Positivkontrolle (SF 





Abbildung 5: PCR-Ergebnis zum Nachweis des sfpG2-Gens bei SF EHEC O157:H- 
M: Marker für Molekulargewichtsstandard (1kb); Spur 1: NSF O157:H-  2420/98; Spur 2: SF 
O157:H- 3448/98; Spur 3: SF O157:H- 3473/98; Spur 4: SF O157:H- 3573/98; Spur 5: SF 
O157:H- 3223/98; Spur 6: NSF O157:H- 4077/98; Spur 7: SF O157:H- 4368/98; Spur 8: NSF 
O157:H- 2049/98; Spur 9: Positivkontrolle (SF O157:H- 3072/96); Spur 10: Positivkontrolle (SF 
O157:H- 493/89); Spur 11: Negativkontrolle (E. coli C600); Spur 12: Reinheitskontrolle 
             M         1    2    3   4    5    6    7    8   9  10  11  12 




      1018 ---- 
 
 
   506,5 ---- 
bp 
    
 
 
   1018 ---- 
     506,5 ---- 
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4.4. Verbreitung des sfpG in nicht zur Serogruppe O157 gehörenden E.coli 
 
In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 30 Stämme der Serogruppen O26, 
O91, O103, O111, O121, O145, O146 und O156 untersucht. Die Sorbitol-
fermentation war bei allen Stämmen positiv. Die PCR-Ergebnisse waren für 
sfpA und sfpG einheitlich negativ. 
 
4.5. Vorkommen des sfpG in internationalen E. coli Referenzsammlungen 
 
Es wurden insgesamt 159 E. coli-Stämme aus zwei internationalen 
Referenzsammlungen (E. coli Reference Collection, ECOR und die 
Diarrheagenic E. coli Collection, DEC) auf das Vorkommen von sfpG 
untersucht. Die Sammlung ECOR umfasst 82 E. coli-Stämme, die aus der 
Umwelt isoliert wurden und als nicht enteropathogen gelten. Die ECOR-Isolate 
repräsentieren das gesamte phylogenetische Spektrum der Spezies E. coli. Die 
DEC-Sammlung hingegen enthält ausschließlich darmpathogene E. coli (n=77) 
mit einem eingeschränkten phylogenetischen Umfang. Das sfpG-Gen konnte in 
keinem der ECOR-Stämme, aber in einem DEC-Stamm (DEC 3F) detektiert 
werden. Hierbei handelt es sich um den O157:H- Referenzstamm 493/89, der 
Sorbitol vergärt und bei allen PCR-Analysen als Positivkontrolle mitgeführt 
wurde. 
 
4.6. Nachweis des sfpG in der HUSEC-Kollektion 
 
Die HUSEC-Kollektion umfasst 38 E. coli-Stämme verschiedener Serotypen 
von HUS-Patienten. 
Von diesen vergären 35 Sorbitol. Die PCR-Analysen zeigen, dass die 
Markergene sfpA und sfpG des sfp-Operons in 37 Stämmen nicht vorhanden 




Tabelle 2: Übersicht über Sorbitolfermentation und das Vorkommen der 
Markergene sfpA und sfpG in allen untersuchten Stämmen 
 











45 0 45 0 0 
EHEC  
O157:H- 
84 84 0 82 82 
EPEC 
O157:H- 
9 9 0 9 9 
Nicht O157 30 30 0 0 0 
ECOR 82 79 3 0 0 
DEC 77 50 27 1* 1* 
HUSEC 38 35 3 1** 1** 
Σ 365 287 78 93 93 
* SF E. coli O157:H- (Stamm 493/89) 





Sorbitol-fermentierende EHEC O157:H- verursachen in Deutschland ca. 15% 
der HUS-Fälle im Kindesalter [9]. Diese Stämme zeichnen sich durch eine hohe 
Virulenz aus, und können auf den in den angelsächsischen Ländern für den 
Primärnachweis empfohlenen Sorbitol-MacConkey-Agar nicht identifiziert 
werden [34, 35]. Die molekularbiologische Analyse zeigte, dass SF EHEC 
O157:H- ebenso wie die nicht Sorbitol-fermentierenden (NSF) E. coli O157:H7 
große Virulenzplasmide (pSFO157) tragen [13]. Allerdings unterscheidet sich 
das pSFO157-Plasmid von pO157 aus E. coli O157:H7 durch das Vorkommen 
eines Fimbriengencluster (sfp) [12, 13]. Für unsere Untersuchungen haben wir 
zunächst die Verbreitung von sfpG, welches für ein putatives Hämagglutinin 
kodiert, innerhalb der E. coli-Population analysiert. Hierzu wurden insgesamt 
365 E. coli-Stämme aus verschiedenen E. coli-Serovaren, u.a. die „E. coli 
reference collection“ (ECOR) und die Referenzstammsammlung der 
„diarrheagenic E. coli“ (DEC), auf das Vorhandensein von sfpG überprüft. Die 
Ergebnisse zeigen, dass sfpG lediglich bei eae-positiven SF E. coli O157:H- 
Stämmen vorkommt. In zwei der insgesamt 95 SF E. coli O157:H- war dieses 
Gen nicht nachweisbar. Derzeit ist unklar, ob diese Stämme das gesamte 
Plasmid verloren haben oder ob lediglich das sfp-Gencluster fehlt. Mittels 
Sequenzanalysen konnten wir zeigen, dass sfpG-Gene in historischen (1989 
bis 2007) SF E. coli O157:H- hoch konserviert sind. Dies lässt darauf schließen, 
dass SF E. coli O157:H- ein sehr junger Klon ist. Des Weiteren deuten die 
Ergebnisse darauf hin, dass SF E. coli O157:H- Stämme in ihrer 
Entwicklungsgeschichte das Fimbriengencluster sfp erst in jüngster Zeit 
erworben haben. Die Mehrzahl der E. coli-Stämme besitzen an ihrer 
Zelloberfläche Fimbrien, die auch als Pili bezeichnet werden. Die Fimbrien 
darmpathogener E. coli sind maßgeblich an der Adhäsion dieser 
Krankheitserreger an intestinale Epithelzellen beteiligt. Die Fimbrien bestehen 
in der Regel aus ca. 1000 Proteinuntereinheiten und haben eine Länge von 
2µm und eine Dicke von ca. 2-8 nm. Die Fimbrien zeigen eine hohe 
Heterogenität. So besitzen die Sfp-Fimbrien lediglich eine Homologie von 60% 
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zu den P-Fimbrien uropathogener E. coli [12]. Die 30 bekannten Fimbrientypen 
binden an Lipid- und Protein-gebundene Glykane (Glykoproteine, Glykolipide). 
Die Rezeptoren der Sfp-Fimbrien sind bisher nicht bekannt. Müsken et al. 
konnten kürzlich zeigen, dass diese Fimbrien nur unter anaeroben 
Bedingungen exprimiert werden [40]. 
 
EHEC O157 gehört zu einer Vielzahl von Bakterien, die erst in den letzten 
Jahrzehnten entdeckt wurden. Anfangs beschränkte sich die Ausbreitung 
zunächst auf Deutschland [29]. Mittlerweile wurde dieser Serotyp nicht nur in 
angrenzenden Staaten wie Tschechien [7] und Österreich [41] nachgewiesen, 
sondern u. a. auch in Australien [5], Schottland [2] und Finnland [18]. In den 
USA wurde SF EHEC O157:H- bisher noch nicht diagnostiziert. 
 
Eine hohe Bedeutung hat die sichere Erregerisolation aus klinischen Proben 
und die Diagnostik von EHEC assoziierten Erkrankungen. Ein mögliches 
Screeningverfahren ist die Anzucht der Erreger auf Sorbitol-MacConkey-Agar 
(SMAC-Agar). Die Identifizierung von SF EHEC O157:H- auf SMAC-Agar führt 
zu diagnostischen Schwierigkeiten, da die meisten non-O157 Serotypen sowie 
apathogene Darmkeime ebenfalls pinkfarbene Kolonien bilden [29, 32, 34]. 
Daher ist die Empfehlung für Deutschland ein Dreistufenplan, der die Testung 
auf Bildung von Shiga Toxin einschließt [34]. 
Man beginnt mit der Anreicherung der Erreger aus den Patientenproben in 
Selektivnährmedien mit anschließendem Screening der Probe mittels Shiga 
Toxin ELISA. Ein positiver Befund gilt als Verdachtsdiagnose. Es bedarf einer 
Bestätigung, durch Isolierung und Charakterisierung des Agens, einschließlich 
einer erneuten PCR-Analyse zum Toxinnachweis. Die dritte Stufe beinhaltet 
eine phänotypische und genotypische Feintypisierung der Isolate zu 
epidemiologischen Zwecken im Nationalen Referenzlabor [34]. 
 
Ein deutlicher Unterschied zwischen den Infektionen von SF EHEC O157:H- 
und EHEC O157:H7 besteht in der Epidemiologie. 
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Infektionen durch SF EHEC O157:H- treten überwiegend in der kälteren 
Jahreszeit auf und betreffen besonders Kinder unter 3 Jahren [23]. 
Weitere wichtige Unterschiede der beiden O157 Serotypen bestehen in Bezug 
auf die phänotypischen und genotypischen Eigenschaften, das Reservoir, den 
Übertragungsweg und das Risiko ein HUS auszulösen (Tabelle 3). 
 
Tabelle 3: Unterschiede zwischen SF EHEC O157:H- und EHEC O157:H7 
 
SF EHEC O157:H-   EHEC O157:H7 
Sorbitolfermentation + - 
ß-Glucuronidase + - 
sfpA-Gen + - 
sfpG-Gen + - 
Beweglichkeit - + 
Jahreszeit Winter Sommer 
Alter der Patienten < 3 Jahre > 3 Jahre 
Risiko für HUS ~ 66% ~ 15% 
Reservoir unbekannt Wiederkäuer 




SF EHEC O157:H- besitzen eine spezifische Kombination von Virulenzgenen, 
die teilweise von der genetischen Ausstattung der O157:H7 abweicht. Beide 
Bakteriengruppen besitzen das rfbO157-Oberflächenantigen (surface O-antigen) 
sowie einen Gencluster, der für Flagellen kodiert. Weitere Gemeinsamkeiten 
sind das Intimin kodierende Gencluster eae des LEE, sowie die Plasmidgene 
hlyA, das für ein EHEC-Hämolysin kodiert, und etp, das wahrscheinlich die 
Information für ein Typ-II-Sekretionssystem trägt [34]. Im Gegensatz zu EHEC 
O157:H7, wo die Shiga Toxin Gene stx1, stx2 und stx2c entweder allein oder in 
Kombination vorkommen können, wurde bei SF EHEC O157:H- bislang 
ausschließlich stx2  nachgewiesen [29]. Die Gene, die die Telluritresistenz (ter 
Z, A, B, C, D, E, F) [8, 43] und die „Adhärenz-vermittelnde Insel“ (TAI) [26] 
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sowie die Ureaseproduktion (ure A, B, C, D, E, F, G) [20, 42] kodieren, waren 
bei SF EHEC O157:H-, anders als bei EHEC O157:H7, nicht nachweisbar [20]. 
 
Unterscheidungen gibt es in beiden Serogruppen hinsichtlich Plasmidgröße und 
darauf kodierten Genen. Das Plasmid von SF EHEC O157:H- umfasst 120 kb 
[13], das Plasmid von EHEC O157:H7 nur 90 kb [14]. Das katP-Gen 
(Katalase/Peroxidase) und das espP-Gen (Serinprotease) sind bei EHEC 
O157:H7 nachweisbar, fehlen aber bei SF EHEC O157:H-. Statt dieser Gene 
wurde bei SF EHEC O157:H- der sfp-Gencluster nachgewiesen [12, 13]. 
 
 
Abbildung 6:  Unterschiede im Plasmid von SF EHEC O157:H- und  
EHEC O157:H7 




Brunder et al. unterschied den sfp-Gencluster in sieben Untergruppen: sfpA, 
sfpH, sfpC, sfpD, sfpJ, sfpF und sfpG und definierte sfpA als die „bedeutenste 
Untereinheit“, da sfpA in allen Plasmiden von SF EHEC O157:H- nachweisbar 
war und für das Pilin kodiert, die Untereinheit der Pili [12]. 
 
In dieser Arbeit wurde sfpG in 93 SF E. coli O157:H- immer gleichzeitig neben 
sfpA nachgewiesen. Nach derzeitigem Kenntnisstand [12] kodieren diese Gene 
für Fimbrien (sfpA) und ein Hämagglutinin (sfpG). Diese werden als potenielle 
Pathogenitätsfaktoren von SF EHEC O157:H- angesehen. Auf Grund der hohen 
Spezifität bietet die neu etablierte Methode die Möglichkeit für den 
diagnostischen Nachweis von SF EHEC O157:H- und ermöglicht eine 
eindeutige Differenzierung gegenüber E. coli O157:H7 und anderen Serovaren 





Die Sorbitol-fermentierenden (SF) enterohämorrhagischen E. coli (EHEC) 
O157:H- werden in Deutschland als zweithäufigstes Serovar bei Patienten mit 
hämolytisch-urämischem Syndrom (HUS) nachgewiesen. Als genetische 
Besonderheit weisen SF EHEC O157 das sfp-Operon auf, das nach 
derzeitigem Kenntnisstand für Fimbrien (sfpA) und ein Hämagglutinin (sfpG) 
kodiert. Diese werden als potenielle Pathogenitätsfaktoren von SF EHEC 
O157:H- angesehen. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die molekulare 
Epidemiologie des sfpG analysiert. Hierzu wurden 365 E. coli-Isolate 
verschiedener Herkunft untersucht. Zunächst wurde eine PCR-Strategie 
entwickelt, um die sfp-Gene nachzuweisen. Die Spezifität der PCR wurde 
mittels DNA-Sequenzierung verifiziert. 
Insgesamt konnte in 93 SF E. coli O157:H- Stämmen sfpG nachgewiesen 
werden, welches immer gleichzeitig mit sfpA vorkommt. Außerhalb dieses 
Serovars wurde sfpG nicht gefunden. Die Analyse von Isolaten aus einem 
Zeitraum von zwei Jahrzehnten, mittels DNA-Sequenzierung, ergab eine 
Homologie von 100%. Dies lässt darauf schließen, dass SF E. coli O157:H- eine 
entwicklungsgeschichtlich sehr junge EHEC-Variante darstellt. 
Auf Grund der hohen Spezifität bietet die neu etablierte Methode die 
Möglichkeit für den diagnostischen Nachweis von SF EHEC O157:H- und 
ermöglicht eine eindeutige Differenzierung gegenüber E. coli O157:H7 und 
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10.1. Verzeichnis der verwendeten Isolate 
 
Klinische Isolate: SF EHEC O157:H- und NSF EHEC O157:H- 
 





sfpA sfpG 1 sfpG 2 
0296/96 O157:H- + + + + 
1104/96 O157:H- + + + + 
1533/96 O157:H- + + + + 
1775/96 O157:H- + + + + 
1885/96 O157:H- + + + + 
1995/96 O157:H- + + + + 
16148/96 O157:H- + + + + 
15998/96 O157:H- + + + + 
2471/96 O157:H- + + + + 
3072/96 O157:H- + + + + 
3172/96 O157:H- - - - - 
3816/96 O157:H- + + + + 
3817/96 O157:H- - - - - 
7006/96 O157:H- + + + + 
7273/96 O157:H- - - - - 
7325/96 O157:H- - - - - 
7462/96 O157:H- + + + + 
1938/96 O157:H- - - - - 
1994/96 O157:H- + + + + 
1996/96 O157:H- + + + + 
16147/96 O157:H- - - - - 
16110/96 O157:H- + + + + 
2313/96 O157:H- + + + + 
2473/96 O157:H- + + + + 
2711/96 O157:H- + + + + 
4299/96 O157:H- - - - - 
4300/96 O157:H- - - - - 
4304/96 O157:H- - - - - 
4564/96 O157:H- - - - - 
4992/96 O157:H- - - - - 
5286/96 O157:H- - - - - 
5028/96 O157:H- - - - - 
5531/96 O157:H- - - - - 
5929/96 O157:H- - - - - 
3935/97 O157:H- - - - - 









sfpA sfpG 1 sfpG 2 
4180/97 O157:H- + + + + 
4611/97 O157:H- - - - - 
4714/97 O157:H- - - - - 
5049/97 O157:H- - - - - 
5194/97 O157:H- - - - - 
5208/97 O157:H- - - - - 
2420/98 O157:H- - - - - 
3448/98 O157:H- + + + + 
3473/98 O157:H- + + + + 
3573/98 O157:H- + + + + 
3223/98 O157:H- + + + + 
4077/98 O157:H- - - - - 
4368/98 O157:H- + + + + 
2049/98 O157:H- - - - - 
2050/98 O157:H- - - - - 
2559/98 O157 H- - - - - 
2986/98 O157:H- - - - - 
3320/98 O157:H- - - - - 
4232/98 O157:H- - - - - 
1695/99 O157:H- - - - - 
2584/99 O157:H- + + + + 
2672/99 O157:H- - - - - 
4309/99 O157:H- - - - - 
4311/99 O157:H- - - - - 
5376/99 O157:H- + + + + 
DN301/00 O157:H- + + + + 
472/00 O157:H- - - - - 
1855/00 O157:H- - - - - 
2442/00 O157:H- - - - - 
2517/00 O157:H- + + + + 
2518/00 O157:H- + + + + 
DN940/00 O157:H- + + + + 
3317/00 O157:H- + + + + 
297/99 O157:H- - - - - 
335/99 O157:H- - - - - 
3692/99 O157:H- + + + + 
3998/99 O157:H- + + + + 
1702/99 O157:H- - - - - 
2765/99 O157:H- - - - - 
2782/99 O157:H- - - - - 
1691/99 O157:H- + + + + 
3547/99 O157:H- + + + + 
5303/00 O157:H- - - - - 
5450/00 O157:H- - - - - 









sfpA sfpG 1 sfpG 2 
SP080/01 O157:H- + + + + 
SP689/01 O157:H- + + + + 
5869/96 O157:H- + + + + 
0145/01 O157:H- + + + + 
0164/01 O157:H- + + + + 
2841/01 O157:H- + + + + 
0679/02 O157:H- + + + + 
0817/02 O157:H- + + + + 
E02/0852 O157:H- + + + + 
0023/03 O157:H- + + + + 
0088/03 O157:H- + + + + 
0094/03 O157:H- + + + + 
0100/03 O157:H- + + + + 
0198/03 O157:H- + - - - 
0200/03 O157:H- + + + + 
1104/96 O157:H- + + + + 
1575/96 O157:H- + + + + 
2260/96 O157:H- + + + + 
340/97 O157:H- + + + + 
1527/97 O157:H- + + + + 
1528/97 O157:H- + + + + 
1529/97 O157:H- + + + + 
3680/98 O157:H- + + + + 
3857/98 O157:H- + + + + 
3226/98 O157:H- + + + + 
0355/99 O157:H- + + + + 
2696/99 O157:H- + + + + 
4100/99 O157:H- + + + + 
386/00 O157:H- + + + + 
2492/00 O157:H- + + + + 
01/E141 O157:H- + + + + 
01/E410 O157:H- + - - - 
02/E115 O157:H- + + + + 
02/E121 O157:H- + + + + 
02/E149 O157:H- + + + + 
02/E156 O157:H- + + + + 
01/E145 O157:H- + + + + 
03/E55 O157:H- + + + + 
Anhang 
IV 
Klinische Isolate: SF EPEC O157:H-: 1-9; SF EHEC O157:H-, Finnland 10-13, 
Innsbruck 14-17, Tschechien 18-19 
 







sfpA sfpG1 sfpG2 
1 6790/96 O157:H- + + + + 
2 2576/97 O157:H- + + + + 
3 2220/99 O157:H- + + + + 
4 696/01 O157:H- + + + + 
5 E02/456 O157:H- + + + + 
6 E02/870 O157:H- + + + + 
7 E02/878 O157:H- + + + + 
8 E03/71 O157:H- + + + + 
9 E06/481 O157:H- + + + + 
10 iH 53440 O157:H- + + + + 
11 iH 56909 O157:H- + + + + 
12 iH 56969 O157:H- + + + + 
13 iH 57086 O157:H- + + + + 
14 58/03 O157:H- + + + + 
15 109/03 O157:H- + + + + 
16 111/03 O157:H- + + + + 
17 119/03 O157:H- + + + + 
18 258/98-
SM1 
O157:H- + + + + 
19 269/98-B3  O157:H- + + + + 
Anhang 
V 
Klinische Isolate: Nicht O157 
 





sfpA sfpG1 sfpG2 
0573/99 O26:H- + - - - 
0917/99 O145:H28 + - - - 
2162/99 O26:H- + - - - 
2163/99 O26:H- + - - - 
2164/99 O26:H- + - - - 
2165/99 O26:H- + - - - 
2492/99 O103:H2 + - - - 
2763/99 O121:H19 + - - - 
3289/99 O156:H- + - - - 
3395/99 O26:H11 + - - - 
4383/99 O26:H11 + - - - 
1530/99 O26:H11 + - - - 
1531/99 O26:H11 + - - - 
1532/99 O26:H11 + - - - 
2969/99 O103:H2 + - - - 
3036/99 O145:H- + - - - 
3332/99 O91:H21 + - - - 
3485/99 O145:H- + - - - 
3517/99 O145:H- + - - - 
3949/99 O26:H11 + - - - 
3899/99 O26:H11 + - - - 
4557/99 O145:H- + - - - 
4672/99 O145:H- + - - - 
5122/99 O145:H- + - - - 
120/00 O146:H28 + - - - 
1150/00 O26:H- + - - - 
1187/00 O111:H- + - - - 
1557/00 O103:H2 + - - - 
615/00 O26:H- + - - - 
3184/00 O26:H11 + - - - 
Anhang 
VI 
 Klinische Isolate: ECOR 
 





sfpA sfpG1 sfpG2 
7857 ECOR-01 + - - - 
7858 ECOR-02 + - - - 
7859 ECOR-03 + - - - 
7860 ECOR-04 - - - - 
7861 ECOR-05 + - - - 
7862 ECOR-06 + - - - 
7863 ECOR-07 + - - - 
7864 ECOR-08 + - - - 
7865 ECOR-09 + - - - 
7866 ECOR-10 + - - - 
7867 ECOR-11 + - - - 
7745 ECOR-11/A + - - - 
7868 ECOR-12 + - - - 
7869 ECOR-13 + - - - 
7870 ECOR-14 + - - - 
7871 ECOR-15 + - - - 
7872 ECOR-16 + - - - 
7873 ECOR-17 + - - - 
7875 ECOR-18 - - - - 
7874 ECOR-19 + - - - 
7746 ECOR-19/A + - - - 
7876 ECOR-20 + - - - 
7877 ECOR-21 + - - - 
7878 ECOR-22 + - - - 
7879 ECOR-23 + - - - 
7880 ECOR-24 + - - - 
7881 ECOR-25 + - - - 
7882 ECOR-26 + - - - 
7883 ECOR-27 + - - - 
7884 ECOR-28 + - - - 
7885 ECOR-29 + - - - 
7886 ECOR-30 + - - - 
7887 ECOR-31 + - - - 
7888 ECOR-32 + - - - 
7747 ECOR-32/B + - - - 
7889 ECOR-33 + - - - 
7890 ECOR-34 + - - - 
7891 ECOR-35 + - - - 
7892 ECOR-36 + - - - 
7749 ECOR-36/D + - - - 
7893 ECOR-37 + - - - 
7894 ECOR-38 + - - - 









sfpA sfpG1 sfpG2 
7896 ECOR-40 + - - - 
7897 ECOR-41 + - - - 
7898 ECOR-43 + - - - 
7899 ECOR-43 - - - - 
7900 ECOR-44 + - - - 
7901 ECOR-45 + - - - 
7902 ECOR-46 + - - - 
7903 ECOR-47 + - - - 
7750 ECOR-48/D + - - - 
7905 ECOR-49 + - - - 
7906 ECOR-50 + - - - 
7907 ECOR-51 + - - - 
7908 ECOR-52 + - - - 
7751 ECOR-52/B2 + - - - 
7909 ECOR-53 + - - - 
7752 ECOR-53/B2 + - - - 
7910 ECOR-54 + - - - 
7911 ECOR-55 + - - - 
7912 ECOR-56 + - - - 
7913 ECOR-57 + - - - 
7914 ECOR-58 + - - - 
7915 ECOR-59 + - - - 
7916 ECOR-60 + - - - 
7917 ECOR-61 + - - - 
7918 ECOR-62 + - - - 
7919 ECOR-63 + - - - 
7920 ECOR-64 + - - - 
7921 ECOR-65 + - - - 
7922 ECOR-66 + - - - 
7923 ECOR-67 + - - - 
7924 ECOR-68 + - - - 
7748 ECOR-68/B1 + - - - 
7925 ECOR-69 + - - - 
7926 ECOR-70 + - - - 
7927 ECOR-71 + - - - 
7928 ECOR-72 + - - - 
 ECOR-
28NEU 
+ - - - 
 ECOR-
30NEU 
+ - - - 
 ECOR-
61NEU 
+ - - - 
Anhang 
VIII 
Klinische Isolate: DEC 
 





sfpA sfpG1 sfpG2 
572-56 O55:H6 - - - - 
C54-58 O55:H6 - - - - 
F196-51 O55:H6 - - - - 
F563-55 O55:H6 - - - - 
AC-C21 O55:H6 - - - - 
3787-62 O55:H6 - - - - 
5513-56 O55:H6 - - - - 
607-54 O55:H6 - - - - 
F60-51 O55:H6 - - - - 
2087-77 O55:H6 - - - - 
46240 O157:H7 - - - - 
3104-88 O157:H7 - - - - 
3009-88 O157:H7 - - - - 
3077-88 O157:H7 + - - - 
493/89 O157:H- + + + + 
C1520-77 O157:H7 - - - - 
C999-87 O157:H7 - - - - 
C374-83 O157:H7 - - - - 
C681-87 O157:H7 - - - - 
C7-88 O157:H7 - - - - 
EDL-933 O157:H7 - - - - 
5624-50 O55:H7 + - - - 
660-79 O55:H7 + - - - 
5380-60 O55:H7 + - - - 
C586-65 O55:H7 + - - - 
C997-63 O55:H7 - - - - 
5338-66 O111:H21 + - - - 
 O111:H12 + - - - 
2277-67 O111:H12 + - - - 
 O111:H12 + - - - 
184-83 O111:HNM + - - - 
750001 O157:H43 + - - - 
902034 O149:HNM + - - - 
820691 O157:H43 + - - - 
831015 O157:H43 + - - - 
861575 O157:HNM + - - - 
2198-77 O111a:HNM + - - - 
3030-
A86DUP 
O111:H8 + - - - 
86-10049 O111:HNM + - - - 
C130-53 O111:H11 + - - - 









sfpA sfpG1 sfpG2 
3323-61 O26:H11 + - - - 
2262-79 O26:HN + - - - 
 O26:HN + - - - 
C814-67 O26:H11 - - - - 
45 O26:H11 + - - - 
H30 O26:H11 + - - - 
3047-86 O26:H11 + - - - 
1557-77 O26:H11 + - - - 
 O26:H11 + - - - 
900105 O26:H11 + - - - 
RDEC-1 O15:HNM + - - - 
2254-75 O128a:H2 + - - - 
3733-71 O128a:H2 + - - - 
A9619-C2 O45:H2 + - - - 
 O128:H2 - - - - 
WM63 O128:H2 - - - - 
F1-50 O111:H2 - - - - 
2966-56 O111:H2 + - - - 
3942-67 O111:HNT - - - - 
9101-83 O111:H2 - - - - 
3291-86 O111:HN - - - - 
3350-73 O128:H7 + - - - 
5024-71 O128:H7 + - - - 
C500-74 O128:H7 + - - - 
C1083-97B O128:H7 + - - - 
2384-81 O128:H47 + - - - 
C916-70 O128:H21 + - - - 
C691-71 O128:H21 + - - - 
9088-83 O128:H21 + - - - 
1791-79 O128:HNM + - - - 
C639-77 O128:H21 + - - - 
5430-66 O111:H21 + - - - 
448-71 O111:H21 + - - - 
2660-77 O111:H21 + - - - 
2708-78 O111:H21 + - - - 
2394-80 O111:H21 + - - - 
Anhang 
X 
Klinische Isolate: HUSEC 
 
                                                                PCR-Ergebnisse 




sfpA sfpG1 sfpG2 
05-946 O111:H10 + - - - 
5152/97 Ont:H- + - - - 
3072/96 O157:H- + + + + 
6334/96 O157:H7 - - - - 
2907/97 O55:H7 + - - - 
7382/96 O103:H2 + - - - 
2791/97 O103:H- + - - - 
6833/96 OR:H2 + - - - 
1805/00 O119:H2 - - - - 
2516/00 O111:H8 + - - - 
6037/96 O111:H- + - - - 
97-14901 O4:H- + - - - 
2245/98 O26:H11 + - - - 
126814/98 OR:H11 + - - - 
5028/97 Ont:Hnt + - - - 
3319/99 O26:H11 + - - - 
1530/99 O26:H11 + - - - 
5080/97 O26:H- + - - - 
1588/98 OR:H11 + - - - 
0488/99 O145:H28 + - - - 
1169/97/1 O112:H- + - - - 
2996/96 O73:H18 + - - - 
06-05009 O55:Hnt + - - - 
99-09355 O113:H21 + - - - 
03-07727 O163:H19 + - - - 
03-06687 O128:H2 + - - - 
4256/99 O70:H8 + - - - 
05-03519 O98:H- + - - - 
7792/96 OR:H- + - - - 
2441/98 O136:Hnt + - - - 
4392/97 O145:H25 + - - - 
3332/99 O91:H21 + - - - 
1529/98 O121:H19 + - - - 
2839/98 O145:H- - - - - 
3356/97 Ont:H21 + - - - 
3651/96 O76:H19 + - - - 
220/00 O174:H21 + - - - 
01-09591 O104:H4 + - - - 
Anhang 
XI 




cdt Cytolethal Distending Toxin Gencluster 
ca. circa 
DNA Desoxyribonucleid Acid 
dNTP Desoxynucleotidtriphosphat 
eae “E. coli attaching and effacing”-Gen 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
efa-1 EHEC-factor-for-adherence-gen 
EHEC Enterohämorrhagische Escherichia coli 
ELISA Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay 
EPEC Enteropathogene Escherichia coli 
espP Gen für eine Serinprotease 
et al. et aliter (und andere) 
etp Gen für ein Typ-II-Sekretionssystem 
g Gramm 
Gb3 Globotriaosylceramid-3-Rezeptor 
hlyA Gen für EHEC-Hämolysin 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
HUS Hämolytisch-Urämisches Syndrom 
katP Gen für Katalase-Peroxidase 
kb Kilobasenpaare 
l Liter 











NSF nicht Sorbitol-fermentierend 
PCR Polymerase-Chain-Reaction 
pmol Pikomol 
pO157 Plasmid von EHEC O157:H7 
pSFO157 Plasmid von SF EHEC O157:H- 
rfb Gen des Oberflächen-Antigens 
s Sekunden 
SDS Sodium lauryl sulfate 
SF Sorbitol-fermentierend 
Sfp Sorbitol-fermenting EHEC O157 fimbriae, 
plasmid-encoded 
sfp Gencluster, der für Pili und Hämagglutinin kodiert 
SMAC Sorbitol-MacConkey-Agar 
Stx Shiga Toxin 
stx Shiga Toxin Gen 
Tab. Tabelle 
TAI Tellurit-resistance and Adherence-confering island 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA-Polymerase 
TBE Tris-Borsäure-EDTA 
ter Telluritresistenzgen 
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